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АНАЛИЗ МУТАЦИЙ МИКОБАКТЕРИЙ ТУБЕРКУЛЕЗА, 
ОПРЕДЕЛЯЮЩИХ ИХ ЛЕКАРСТВЕННУЮ 
УСТОЙЧИВОСТЬ У БОЛЬНЫХ С НЕЛЕЧЕННЫМ 
ТУБЕРКУЛЕЗОМ ЛЕГКИХ ПРИ РАЗНОМ 
ВИЧ-СТАТУСЕ В СВЕРДЛОВСКОЙ ОБЛАСТИ
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Цель исследования: определить спектр м утаций М БТ, ответственны х за  устойчивость к противотуберкулезны м  препаратам, у  больны х 
нелеченны м  туберкулезом, имею щ им В И Ч -п ози ти вн ы й  или  В И Ч -негативны й  статус.
Материалы и методы. И сследовано 165 ш там мов М Б Т  от В И Ч -п ози ти вн ы х  и 166 ш там мов М Б Т  от В И Ч -негативны х больны х из С верд­
ловской  области (Г Б У З  СО  «П ротивотуберкулезны й диспансер», г. Екатеринбург). О пределение мутаций в генах проводили на микрочипах 
«Т Б -Б И О Ч И П ® » и «Т Б -Б И О Ч И П ® -2»  согласно инструкции изготовителя (О О О  «Б и оч и п -И М Б », М осква).
Результаты. П оказано, что 8 5 /1 6 5  (51,52% ) ш таммов, вы деленны х от больны х туберкулезом  с В И Ч -и н ф екц и ей , и 5 8 /1 6 6  (34,94% ) ш там ­
мов от больны х туберкулезом, не ассоциированны м  с В И Ч -и н ф екц и ей , обладали М Л У -генотипом  (p  < 0,01). П одавляю щ ее больш инство 
М Л У -ш там мов им ели мутации в 531-м кодоне rpoB  (S e r^ L e u ) и 315-м  кодоне katG  (S e r^ T h r)  (64 /85 , 75,29% и 3 8 /58 , 65,52% соответственно 
по группам ), приводящ ие к вы соком у уровню  резистентности к ри ф ам пицину и изониазиду. Кроме того, в каж дой группе при бли зи тель­
но в равном  соотнош ении (1 1 /1 6 5 , 6,67% и 12/166, 7,23% соответственно по группам ) встречались ш таммы, несущ ие в геноме мутации, 
определяю щ ие устойчивость к изониазиду, риф ам п и ц и н у  и ф торхинолонам . Д остоверны х отличий по спектру м утаций в геноме М БТ, 
вы деленны х от В И Ч -п ози ти вн ы х  и В И Ч -негативны х больны х туберкулезом, не показано.
Ключевые слова: м икобактерии туберкулеза, туберкулез, ассоциированны й с В И Ч , лекарственная устойчивость, биологические микрочипы, 
спектр м утаций
ANALYSIS OF MUTATIONS OF TUBERCULOUS MYCOBACTERIA DEFINING DRUG RESISTANCE 
IN HIV POSITIVE AND HIV NEGATIVE TUBERCULOSIS PATIENTS WITHOUT PRIOR HISTORY 
OF TREATMENT IN SVERDLOVSK REGION
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Goal of the study: to  iden tify  profile of m u ta tio n s of tubercu lous m ycobacteria  responsible for resistance to  an ti-tubercu losis drugs in H IV  positive 
and H IV  negative tubercu losis p a tien ts  w ith o u t prior h isto ry  of trea tm en t.
Materials and methods. 165 stra ins of tu bercu lous m ycobacteria  from  H IV  positive p a tien ts  and 166 stra ins of tubercu lous m ycobacteria  from  
H IV  negative p a tien ts  w ere s tud ied  in  Sverdlovsk Region (T B  D ispensary, Y ekaterinburg). M u ta tio n s in genes w ere identified  using m icrochips of 
T B -B IO C H IP®  and T B -B IO C H IP® -2 in com pliance w ith  th e  m anufactu re r's  guidelines (O O O  B iochip-IM B , M oscow ).
Results. I t  w as observed th a t  8 5 /1 6 5  (51.52% ) stra in s iso lated  from  H IV  positive tubercu losis p a tien ts  and 5 8 /1 6 6  (34.94% ) stra in s isolated 
from  tubercu losis p a tien ts  n o t associated  w ith  H IV  possessed M D R  genotype (p  < 0.01). T he m ajo rity  o f M D R  stra ins had m u ta tio n s in  th e  
5 31 th  codon of rpoB  (S e r^ L e u )  and 315 th  codon of ka tG  (S e r^ T h r )  (6 4 /8 5 , 75.29% and 3 8 /5 8 , 65.52% respective th e  groups), resu lting  in  th e  
h igh  level o f resistance to  rifam picin and isoniazid. E ach g roup  also had approxim ately  equal ra tio  (11 /1 6 5 , 6.67% and  12/166 , 7.23% respective th e  
g roups) o f s tra in s w ith  genom ic m uta tio n s defining th e  resistance to  isoniazid, rifam picin and fluoruquinolones. N o confident difference w as found 
in  m u ta tio n  p a tte rn s  of genom e of tubercu lous m ycobacteria  iso lated  from  H IV  positive and H IV  negative tubercu losis patients.
K ey words: tubercu lous m ycobacteria, H IV  associated tuberculosis, d rug  resistance, biological m icrochips, m u ta tio n  p a tte rn
В основе л е к а р ст в е н н о й  у сто й ч и во сти  
M. tuberculosis (М Б Т ) к противотуберкулезным 
препаратам (П ТП ) лежат не связанные между 
собой спонтанные хромосомные мутации. Так, 
устойчивость к рифампицину связана с точечны­
ми мутациями в определенном участке гена rpoB, 
кодирующего р-субъединицу РНК-полимеразы, к 
изониазиду -  в генах katG, inhA и /или  ahpC, ко­
дирующих, соответственно, каталазу-пероксидазу, 
еноил-АПБ-редуктазу и редуктазу алкилгидропе- 
роксида к фторхинолонам -  в генах, кодирующих
ДНК-гиразу, как правило, gyrA [10]. Последова­
тельное накопление мутаций в ряде генов служит 
причиной возникновения множественной/широкой 
лекарственной устойчивости (М Л У /Ш Л У ).
Характер мутаций может по-разному влиять на 
уровень лекарственной устойчивости МБТ. Так, 
мутации в 526-м и 531-м кодонах rpoB, как прави­
ло, приводят к высокому уровню резистентости к 
рифампицину, а специфические мутации в кодо­
нах 511, 516, 518 и 522 -  к низкому. При изучении 
устойчивости к изониазиду было показано, что му­
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тации на уровне katG  приводят к высокому уровню 
резистентности, а inhA и ahpC -  к низкому [4, 9, 10].
Существует гипотеза, согласно которой у штаммов 
МБТ, устойчивых к ПТП, снижена вирулентность, 
потому вызванное ими заболевание чаще развива­
ется у лиц с иммунодефицитом, а не у иммуноком- 
петентных лиц [8]. Это справедливо, в частности, в 
отношении штаммов МБТ, устойчивых к фторхино- 
лонам. Показано, что мутации в генах, кодирующих 
ДНК-гиразу, отрицательно влияют на жизнеспособ­
ность и трансмиссивность МБТ, затрудняя распро­
странение ШЛУ-клонов [5]. Потому в отношении 
Ш ЛУ-штаммов может быть справедливо утверж­
дение, что ВИЧ-инфицирование может быть факто­
ром риска развития устойчивых форм туберкулеза. 
Доказательством этому могут служить два иссле­
дования в ЮАР, в результате одного из которых, в 
KwaZulu Natal, было показано, что все выявленные 
в 2005-2006 гг. случаи туберкулеза с Ш ЛУ МБТ со­
четались с ВИЧ-инфекцией, а в другом, проведен­
ном в поселении Tugela Ferry, продемонстрировано, 
что единственным существенным фактором риска 
Ш ЛУ-ТБ является ВИЧ-инфекция [3, 6].
Однако описаны мутации, приводящие к лекар­
ственной устойчивости, которые не оказывают не­
гативного влияния на биологические свойства МБТ. 
В их число входит мутация katG  315 (Ser^T hr), яв­
ляющаяся наиболее частой причиной устойчиво­
сти к изониазиду [7], а мутация rpoB 531 (Ser^Leu), 
приводящая к высокому уровню резистентности к 
рифампицину, как правило, сопряжена с компенса­
торными мутациями в других генах, кодирующих 
РНК-полимеразу, снижающими вредный эффект 
альтерации [5].
Учитывая описанное в литературе неоднозначное 
влияние конкретных мутаций на уровень резистент­
ности и жизнеспособность МБТ, представлялось ак­
туальным описать спектр мутаций, ответственных 
за возникновение лекарственной устойчивости к 
основным ПТП, у МБТ, выделенных от ВИЧ-по- 
зитивных больных туберкулезом, и сравнить со 
спектром мутаций МБТ, выделенных от ВИЧ-нега- 
тивных больных туберкулезом. В РФ  лидирующим 
регионом по числу больных туберкулезом, ассоци­
ированным с ВИЧ-инфекцией, является Сверд­
ловская область: из 25 578 больных туберкулезом 
в сочетании с ВИЧ-инфекцией, которые в конце 
2014 г. состояли на противотуберкулезном учете 
в РФ , 2 702 проживают в Свердловской области 
(всего по УФО -  5 112 больных) [1, 2]. Заболевае­
мость туберкулезом, сочетанным с ВИЧ-инфекцией, 
в Свердловской области возросла с 2013 до 2014 г. 
на 14,9%: с 20,1 на 100 тыс. населения в 2013 г. до 
23,1 на 100 тыс. населения в 2014 г. [2].
Цель исследования: определить спектр мутаций 
МБТ, ответственных за устойчивость к противоту­
беркулезным препаратам, у больных нелеченным 
туберкулезом, имеющим ВИ Ч-позитивный или 
ВИЧ-негативный статус.
М атериалы и методы
Работа проведена на штаммах МБТ, выделенных 
из диагностического материала (мокрота, промывные 
воды бронхов и др.) ранее не леченных больных тубер­
кулезом за период с декабря 2012 г. по ноябрь 2013 г., 
проходивших обследование и лечение в ГБУЗ СО 
«Противотуберкулезный диспансер», г. Екатеринбург.
Исследовано 165 штаммов МБТ, выделенных от 
165 больных туберкулезом в сочетании с ВИ Ч-ин­
фекцией в стадии СПИДа (группа I), и 166 штаммов 
М БТ от 166 больных туберкулезом с отрицатель­
ным ВИЧ-статусом (группа II).
Выделение ДН К из культур М БТ проводили с ис­
пользованием набора «М-Сорб-Туб» («СИНТОЛ», 
Россия) согласно инструкции изготовителя. Опре­
деление мутаций в генах осуществляли на микрочи­
пах «ТБ-БИОЧИП®» и «ТБ-БИОЧИП®-2» с ана­
лизом результатов гибридизации на оборудовании 
«Чипдетектор-01», используя программное обеспе­
чение Imageware согласно инструкции изготовите­
ля (ООО «Биочип-ИМ Б», Москва). Определены 
мутации в генах, ответственных за устойчивость к 
рифампицину (rpoB), изониазиду (katG, inhA, ahpC) 
и фторхинолонам (gyrA).
Результаты исследования
В результате проведенных исследований от­
мечено, что среди штаммов М БТ группы I было 
105/165 (63,64%) штаммов, у которых вы явле­
ны мутации хотя бы в одном из изученных генов. 
В группе II число штаммов с мутациями составило 
81/166 (48,80%). Таким образом, установлено, что 
среди МБТ, которые были выделены от больных с 
коинфекцией, достоверно чаще выявляли мутации 
в одном из генов, определяющих устойчивость к 
ПТП (p < 0,01).
При изучении спектра мутаций в гене rpoB, ответ­
ственных за устойчивость к рифампицину (табл. 1), 
показано, что в группе I  альтерации выявлены 
у 87/165, 52,73% штаммов МБТ, что достоверно 
(p < 0,01) превышало этот показатель у МБТ боль­
ных группы II (59/166, 35,54%). Мутации затрагива­
ли кодоны 511, 512, 516, 526, 531 и 533 и, как правило, 
имели единичный характер (85/87, 97,70% в группе I, 
58/59, 98,31% в группе II), но в ряде случаев были му­
тации, затрагивающие два кодона в изучаемой обла­
сти rpoB (два случая в группе I и один -  в группе II).
Чаще всего выявляли мутации в 531-м кодоне 
гена rpoB (73/87, 83,91% -  группа I, 47/59, 79,66% -  
группа II), причем, как правило, в белковом про­
дукте гена мутация приводила к замене серина 
лейцином (71/73, 97,26% -  группа I и все 47 штам­
мов с мутациями в 531-м кодоне rpoB -  группа II). 
В спектре мутаций в гене rpoB достоверных отличий 
по группам не выявлено.
При исследовании альтераций в генах katG, inhA 
и ahpC (табл. 1) показано, что в группе I мутации,
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Таблица 1. Спектр мутаций в генах, определяющих устойчивость МБТ к рифампицину, изониазиду и фторхинолонам
Table 1. Mutation pattern in genes defining resistance o f tuberculous mycobacteria to isoniazid, rifampicin and fluoruquinolones
Препарат Мутации Ген/кодон или № Замена
Число штаммов, абс. (%)
нуклеотидной позиции I группа (ТБ и ВИЧ-и) II группа (ТБ)
rpoB 511 Leu^Pro - 2 (3,39)
rpoB 512 Ser-^Thr - 1 (1,69)
rpoB 516
Asp^Tyr 3 (3,45) 1 (1,69)
Asp^Val 1 (1,15) 1 (1,69)
His^Arg 1 (1,15) -
His^Asn 2 (2,30) 3 (5,08)
Единичные rpoB 526
His^Asp 1 (1,15) -
His^Cys 1 (1,15) 1 (1,69)
His^Leu 1 (1,15) -
Рифампицин
His^Tyr 1 (1,15) 1 (1,69)
Ser^Cys 1 (1,15) -
rpoB 531 Ser^Leu 71 (81,61) 47 (79,66)
Ser-^Trp 1 (1,15) -




Asp^Tyr 1 (1,15) -
Сочетанные rpoB 516; 526
Asp^Gly;




Leu^Pro 1 (1,15) -
Всего 87 (100) 59 (100)
katG 315 Ser-^Thr(1) 85 (80,19) 62 (77,50)
Единичные
katG 315 Ser-^Thr(2) 4 (3,77) -
inhA 15 C^T 4 (3,77) 4 (5,00)


















C^T - 1 (1,25)
Всего 106 (100) 80 (100)
gyrA 90 Ala^Val 3 3
gyrA 91 Ser^Pro - 1
Фторхинолоны
Единичные Asp^Ala 1 1
gyrA 94 Asp^Gly 6 5
Asp^Tyr 2 3
Всего 12 13
Примечание: S e r^T h r(l)  соответствует замене AGC^ACC, Ser^T hr(2) соответствует замене AGC^ACA.
ответственные за устойчивость к изониазиду, вы­
являли в 106/165 (64,24%) случаях, а в группе II -  
в 80/166 (48,19%). Регистрировали как единичные 
мутации, так и сочетанные, затрагивающие два гена, 
ассоциированные с резистентностью, или два кодо­
на одного гена.
Как правило, выявляли мутации в 315-м кодоне 
гена katG, приводящие к замене в конечном белковом
продукте серина треонином. Частота встречаемости 
этого вида альтераций, в том числе в виде сочетанных 
мутаций, в группе I составила 102/106, 96,22%, а в 
группе II -  75/80, 93,75%. Кроме того, по одному разу 
в каждой группе, в сочетании с мутацией в 315-м ко­
доне, встречалась мутация в 335-м кодоне katG.
Мутации в гене inhA регистрировали в 15-м и 
реже в 8-м положениях. Мутации в 15-м положе­
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нии inhA иногда были единичными (4/106, 3,77% 
и 4/80, 5,00% соответственно по группам), но чаще 
встречались в сочетании с мутацией в 315-м кодоне 
katG  (11/106, 10,38% и 9/80, 11,25% соответственно 
по группам). Мутация в 8-м положении inhA была 
зарегистрирована только в сочетании с мутацией 
в 315-м кодоне katG  в одном случае в группе I и в 
двух случаях только в группе II.
Мутация в гене ahpC  встретилась только у штам­
мов М БТ группы II: в одном случае -  соло в 9-м по­
ложении, в другом -  в 10-м положении в сочетании 
с мутацией в 315-м кодоне katG  (Ser^Thr).
Мутации в гене gyrA, приводящие к возникнове­
нию устойчивости к фторхинолонам, выявлены в 
12/165, 7,27% случаях в группе I и в 13/166, 7,83% -  
в группе II (табл. 1). Мутации регистрировались в 
90, 91 и 94-м кодонах гена. Чаще всего регистриро­
вались мутации в 94-м кодоне (9/12 и 9/13 соот­
ветственно по группам), как правило, приводящие 
к замене в конечном продукте аспарагиновой кис­
лоты глицином (6 /9  и 5 /9  соответственно).
Анализ сочетания мутаций в генах, ассоцииро­
ванных с устойчивостью к изониазиду и рифам- 
пицину, показал, что М ЛУ-генотип выявлен у
85/165 (51,52%) штаммов МБТ, выделенных от 
больных группы I и у 58/166 (34,94%) штаммов 
МБТ, выделенных от больных группы II (табл. 2). 
Практически во всех случаях (кроме одного штамма 
из группы II) М ЛУ-генотип включал мутацию в 
315-м кодоне katG  (Ser^Thr). Причем эта мутация 
встречалась как одиночная (74/85, 87,06% -  груп­
па I и 44/58, 75,86% -  группа II), так и в сочетании 
с мутациями в других генах, ассоциированных с 
устойчивостью к изониазиду, как правило, в сочета­
нии с мутацией в 15-м кодоне inhA (9/11 -  группа I 
и 9/13 -  группа II).
В гене rpoB с наибольшей частотой регистриро­
вались мутации в 531-м кодоне (73/85, 85,88% -  
группа I и 47/58, 81,03% -  группа II), в основном 
приводящие к замене в конечном продукте серина 
лейцином (71/73 и 47/47 соответственно по груп­
пам), реже регистрировались мутации в кодонах 
511, 512, 516, 526, 533.
Самым частым МЛУ-генотипом в обеих группах 
был rpoB 531 Ser^Leu + katG  315 Ser^T hr (64/85, 
75,29% -  группа I и 38/58, 65,52% -  группа II).
Кроме того, в каждой группе приблизительно в 
равном соотношении (11/165, 6,67% и 12/166, 7,23%
Таблица 2. Мутации в генах katG, inhA, аhpС и rpoB определяющие устойчивость МБТ к изониазиду и рифампицину (МЛУ)
Table 2. Mutations in genes o f katG , inhA, а h p С and rpoB  defining resistance o f tuberculous mycobacteria to isoniazid and rifampicin (M D R )








(ТБ)мутации кодон замена ген/кодон или № нуклеотидной позиции замена
511 Leu^Pro + - - 1 (1,72)
512 Ser-^Thr нет inhA 15 C^T - 1 (1,72)
Asp^Tyr
+ - 2 (2,35) 1 (1,72)
516 + inhA 15 C^T 1 (1,18) -
Asp^Val + inhA 15 C^T 1 (1,18) 1 (1,72)
His^Arg + - 1 (1,18) -
His^Asn
+ - 2 (2,35) 2 (3,45)
526
+ inhA 15 C^T - 1 (1,72)
His^Cys + - 1 (1,18) 1 (1,72)
Единичные His^Leu + inhA 15 C^T 1 (1,18) -
His^Tyr + inhA 15 C^T - 1 (1,72)
Ser^Cys + inhA 15 C^T 1 (1,18) -
Ser^Leu + - 64 (75,29) 38 (65,52)
Ser^Leu + inhA 15 C^T 5 (5,88) 5 (8,62)
531 Ser^Leu + inhA 8 T^G 1 (1,18) 2 (3,45)
Ser^Leu + katG 335 Ile^Val 1 (1,18) 1 (1,72)
Ser^Leu + ahpC 10 C^T - 1 (1,72)
Ser^Trp + - 1 (1,18) -




Asp^Tyr + 1 (1,18) -
Сочетанные 516;526
Asp^Gly;




Leu^Pro + 1 (1,18) -
Всего штаммов с МЛУ-генотипом 85 (100) 58 (100)
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соответственно по группам) встречались штаммы, 
несущие в геноме мутации, определяющие устойчи­
вость к изониазиду, рифампицину и фторхинолонам 
(табл. 3). у  всех этих штаммов регистрировали му­
тацию в 315-м кодоне katG Ser^Thr, соло или в со­
четании с другими детерминантами устойчивости к 
изониазиду. Также у всех этих штаммов, кроме одного 
из группы I, выявляли мутации в 531-м кодоне rpoB. 
В gyrA чаще всего встречались мутации в 94-м кодоне.
Заключение
В результате исследования по определению му­
таций в геноме МБТ, выделенных от ВИЧ-пози- 
тивных и ВИЧ-негативных больных туберкулезом 
легких в Свердловской области, показано, что око­
ло половины изученных штаммов, выделенных от 
больных туберкулезом с ВИЧ-инфекцией, и треть 
штаммов от ВИЧ-негативных больных туберкуле-
Таблица 3. Мутации в генах katG, inhA, ahpC, rpoB и gyrA, определяющие устойчивость МБТ к изониазиду, 
рифампицину и фторхинолонам
Table 3. Mutations in genes o f katG , inhA, ahpC, rpoB  and gyrA  defining resistance o f tuberculous mycobacteria to isoniazid, rifampicin and fluoruquinolones




устойчивости к изониазиду gyrA I группа II группа
кодон замена
Ser^Thr ген/кодон или 
№ нуклеотидной позиции замена кодон замена
(ТБ и ВИЧ-и) (ТБ)
516 Asp^Tyr + - 94 Asp^Ala 1 -
+ - 90 Ala^Val 3 2




+ - Asp^Tyr 1 3
531 Ser^Leu + katG 335 Ile^Val 94 Asp^Gly 1 -
+ inhA 8 T^G 94 Asp^Ala - 1
+ 90 Ala^Val - 1
+ inhA 15 C^T
94
Asp^Gly 1 2
+ Asp^Tyr 1 -
Всего с мутациями в комплексе генов 11 12
зом, обладали МЛУ-генотипом. Показательно, что 
подавляющее большинство МЛУ-штаммов имели 
мутации в 531-м кодоне rpoB (Ser^-Leu) и 315-м ко­
доне katG  (Ser^Thr), приводящие, согласно данным 
литературы, к высокому уровню резистентности к 
рифампицину и изониазиду.
Достоверных отличий по спектру мутаций в 
геноме МБТ, выделенных от ВИЧ-позитивных и 
ВИЧ-негативных больных туберкулезом, не уста­
новлено, однако доля больных, выделяющих МБТ 
с МЛУ-генотипом, была достоверно выше в группе 
больных туберкулезом, сочетающимся с ВИ Ч-ин­
фекцией (р < 0,01), что, возможно, связано с вы­
сокой вероятностью заражения их МЛУ М БТ на 
неблагополучных по туберкулезу территориях (как 
Свердловская область).
В данном исследовании описано мало штаммов 
МЛУ М БТ с мутациями в gyrA, т. е. имеющих как 
минимум пре-Ш ЛУ генотип, что пока не позволяет 
делать какие-то выводы об особенностях распреде­
ления данного генотипа среди ВИЧ-негативных и
ВИЧ-позитивных больных туберкулезом. Однако, 
учитывая, что существенным фактором риска раз­
вития туберкулеза с Ш ЛУ М БТ является ВИ Ч-ин­
фекция [3, 6], можно предположить, что по мере 
лечения туберкулеза с МЛУ М БТ фторхинолонами 
в обозримом будущем возможно значительное уве­
личение числа случаев туберкулеза с Ш ЛУ М БТ 
именно среди ВИЧ-позитивных больных.
Полученные результаты должны вызывать серьез­
ные опасения, поскольку в регионе установлена цир­
куляция М БТ с сочетанием мутаций, обеспечиваю­
щих фенотипическую лекарственную устойчивость 
без ущерба для жизнеспособности и трансмиссив- 
ности. Начало формирования ШЛУ-генотипа МБТ 
на фоне высокой распространенности сочетания 
туберкулеза и ВИЧ-инфекции в регионе создает 
предпосылки для негативного сценария развития 
ситуации по туберкулезу, поскольку способно при­
вести к накоплению клонов ШЛУ МБТ в популяции.
Конфликт интересов. Авторы заявляют об от­
сутствии у них конфликта интересов.
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